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摘要 : JU D UDSLZKGE Bombyx mori E fr W BEES fs E. ARARA A EEA LE 520 EBD AA EHIE T cDNA 文库 ,并 对 
其 随机 测序 , 共 获 得 391 条 表达 序列 标签 (EST) 序 列 ,经 拼接 后 得 到 374 条 非 重 复 序列 。 生 物 信息 学 分 析 发 现 ,172 个 非 重 复 序 
列 与 国际 数据 库 GenBank 和 silkbase 中 的 已 知 基 因 具 有 较 高 的 相似 性 。 除 3 个 已 知 母 性 基因 外 , 其余 主要 与 DNA 复制 能量 代 
谢 、 信 号 转 导 、 转 录 、 绰 白质 结构 以 及 胚胎 发 育 中 个 体形 成 等 相关 。 该 结果 可 为 进一步 研究 家 下 胚胎 早期 发 育 的 调控 提供 基 
础 数据 。 

关键 词 : ZR: 表达 序列 标签 ; REN: MERA: 母性 基因 
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Analysis of silkworm maternal genes with expressed sequence tag 

QIU Yong-Mei, XIA Qing-You ; CHENG Dao-Jun. SHEN Yi-Hong: LIU Chun: LIN Ying: ZHA Xing-Fu: XIANG 
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400716. China) 

Abstract: The cDNA libraries were constructed from the kidney and normal unfertilized eggs of the silkworm» Bombyx 





mori and sequenced at random in order to study the maternal genetic information contained in the silkworm's eges. We 
had successfully sequenced 391 ESTs Cexpressed sequence tag) and obtained 374 unigenes after assembling. 
Bioinformatics analysis indicated 172 unigenes had significant similarity with the known genes recorded in GenBank and 
silkbase. Except three known maternal genes: the rest were mainly related to replication: metabolism» signal 
transduction» transcription factor» protein structure and embryo development. These results will provide source for further 
study on the development regulation of early embryo of the silkworm. 
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母性 基因 是 指 在 母体 中 表达 , 直接 作用 于 卵子 
或 在 成 熟 的 卵 母 细 胞 中 起 作用 的 一 类 基因 。 母 性 基 
因 对 生物 早期 的 发 育 至 关 重 要 , 主要 是 控制 胚胎 轴 
的 形成 方向 、 细 胞 的 分 化 和 形态 的 发 生 , 如 原 肠 胚 的 
形成 以 及 党 索 和 间 叶 前 体 分 裂 球 的 形成 等 。 在 已 研 
究 了 的 物种 中 如 果 蝇 .线虫 .海胆 和 蛙 等 ,其 早期 胚 
全 发 生 过 程 中 轴 的 形成 、 细 胞 的 分 化 和 形态 的 改变 
都 是 主要 依靠 母体 来 源 的 mRNA 实现 。 根 据 表 达 的 
位 点 , 母性 基因 可 分 为 两 类 ; 一 类 是 在 体 细胞 中 表 
ik. 影响 卵 发 育 的 基因 , 称 为 母性 体 细胞 基因 ,例如 
作用 于 滤 泡 细胞 的 基因 ; 另 一 类 是 在 生殖 细胞 中 表 
达 的 基因 , 称 为 母性 生殖 基因 , 这 一 类 基因 主要 作用 
于 注 养 细胞 和 卵 母 细 胞 。 已 知 的 母性 基因 中 与 胚胎 
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特定 区 域 发 育 相关 的 基因 共有 四 类 ,第 一 类 是 负责 
头 胸部 发 育 的 前 端 系统 基因 , 第 二 类 是 负责 腹部 发 
育 的 后 端 系统 基因 ,第 三 类 是 负责 胚胎 穆 头 区 和 尾 
节 发 育 的 末端 系统 基因 , 第 四 类 是 负责 背 腹 轴 发 育 
的 背 腹 系统 基因 (Lewin,2000)。 

在 昆虫 中 , 对 于 母性 基因 研究 比较 清楚 的 是 黑 
BERAE Drosophila melanogaster, 并 通过 母性 基因 , 基 
本 盖 明 了 时 期 胚胎 发 生 中 极 性 分 化 和 胚 轴 决 定 等 重 
要 过 程 的 分 子 机 理 , 在 分 子 发 生 学 中 广为人知 。 而 
关于 家 得 Bombyx mori 母性 基因 的 研究 报道 较 少 ,已 
知 的 母性 基因 主要 有 CadCXu et al.» 19942. BnHNF 
(Swevers and Iatrou, 19982 和 BmVLG (Nakao; 1999). 
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Hh ERG& BE OX ox OVE C restriction fragment length 
polymorphism: RFLP) 的 连锁 分 析 , 得 出 在 27 对 常 染 
色 体 和 一 对 性 染色 体 中 都 有 和 母性 基因 分 布 的 结论 。 
由 于 家 答 的 星期 胚胎 发 生 与 果 蝇 相 比 具有 显著 的 特 
殊 性 ,研究 家 和 蛋 的 母性 基因 ,不 但 对 家 盘 的 胚胎 发 
育 , 而 且 对 昆虫 的 发 生 学 研究 也 具有 重要 意义 。 但 
考虑 到 目前 尚未 有 任何 报道 涉及 家 等 的 母性 基因 群 
ROT TR EE. 因此 , 作者 以 表达 序列 标签 (expressed 
sequence tag» EST) 技 术 研 究 了 家 盘 未 受精 卵 中 的 基 
因 表 达 状 况 , 并 利用 生物 信息 学 的 方法 分 析 其 功能 ， 
为 进一步 克隆 家 和 蛋 的 母性 基因 和 研究 家 盘 早 期 发 育 
调节 的 分 子 机 理 提 供 基础 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

以 家 乔 肾 脏 型 卵 突变 ( 友 ) 系 和 正常 型 卵 为 材 
Tl, 直接 从 羽化 第 2 日 的 肉 蛾 腹 中 取出 未 受精 卵 , 采 
用 SMART™ cDNA 文库 构建 试剂 盒 , 构建 成 入 噬 菌 
体 cDNA 文库 。 肾 脏 型 卵 形 遵 循 伪 母性 遗传 模式 ， 
并 且 从 ki 同 质 型 的 母 蛾 所 产 的 卵 全 部 不 能 正常 发 
fH. ki 突变 是 家 在 胚胎 发 育 研究 的 良好 模型 , 由 于 
已 经 探 明 果 蝇 中 的 胚胎 致死 基因 , 很 多 都 与 母性 基 
因 调 控 有 关 。 因 此 选用 kp 突变 作为 母性 基因 分 析 
材料 ,可 望 同时 找到 胚胎 致死 相关 遗传 信息 。 
1.0 方法 
1.2.1 模板 的 制备 : 文库 的 铺 板 培养 、 挑 取 噬 菌 
斑 、 质 粒 的 释放 等 , 按 XExCell EcoR I /CIP. 载体 试剂 
盒 说 明 书 进行 。 重 组 质粒 的 提取 与 酶 切 鉴定 参考 
Sambrook 和 RussellC20012 8277 3X. . 
1.2.2. WF: 测序 试剂 盒 为 PE 公司 的 BigDye 
Terminator 2.0, 其 余 相 关 试 剂 采用 进口 或 国产 分 析 
纯 试剂 。PCR 产物 纯化 及 测序 按 BigDye Terminator 
2.0 测序 操作 指南 提供 的 方法 进行 。 测 序 引 物 根据 
载体 序列 合成 ,上 游 引 物 序列 (F): $'-GTAAAACGAC 
GGCCAGT-3', 下 游 引物 序列 (R): 3'-CAGGAAACAGC 
TATGAC-5'。 

经 纯化 的 扩 增 产物 在 95C 下 变性 4 min 迅速 放 
入 0TC 冰 水 混合 物 中 冰冷 4 mine Æ PE310 EEM 
序 ,操作 按 厂 家 说 明 进 行 。 
1.2.3 EST 序列 的 生物 信息 学 分 析 : 原始 数据 经 屏 
蔽 去 除 载 体 序列 ,并 去 除 低 质量 和 小 于 100 bp 的 小 
片段 。EST 序列 的 拼接 采用 ClustalW 软件 。 将 获得 
的 EST 序列 的 6 个 阅读 框 用 BlastX 软件 与 GenBank 


《http: /www.ncbi. nlm. nih. gov)? 中 非 元 余 的 各 白质 
序列 数据 库 进 行 比 对 ,用 BlastN 软件 与 GenBank 中 
的 核 苷 酸 序列 数据 库 进 行 比 对 ,寻找 具有 相似 性 的 
和 蛋白质 和 序列 , E < 1e - 06 为 高 度 相 似 序列 ,E > 1e 
- 06 为 低 度 相似 序列 (Blackshear et al.» 2001)» X} 
只 知 氨基 酸 序列 但 功能 未 知 的 基因 , 运用 SMART $K 
件 分 析 其 结构 域 ,从 而 推测 所 获得 的 EST 其 可 能 的 
性 质 和 功能 。 另 外 与 家 答 EST 数据 库 silkbaseChttp: 
H www. ab. a. u-tokyo. ac. jp/silkbase/) 中 28 个 cDNA 
文库 的 EST 序列 进行 比 对 ,Es<le - 20 为 高 度 相 似 
序列 ,E> le- 20 为 低 度 相似 序列 (Blackshear et al.» 
20012. 


2 结果 与 分 析 


2.1 cDNA 模板 的 质量 分 析 

经 EcoR 工 酶 切 鉴定 , 外 源 插 入 cDNA 片段 一 般 
都 大 于 500 bp。 提 取 的 重组 质粒 DNA 质量 均 达 到 
了 测序 要 求 , 即 浓度 不 能 低 于 0.05 ng/uL: ODyeo/ 
0Dyxo 值 在 1.6 - 2.0 ZM. 
2.2. 测序 结果 分 析 

对 重组 质粒 进行 5' 正 向 或 3' 反 向 测序 , 共 得 到 
466 条 ESTs。 去 掉 低 质量 的 序列 后 剩余 391 条 ,有 
效率 为 83.91% ,平均 读 长 为 659.3 bp。 其 中 有 303 
条 ESTs 在 NCBI 的 dbEST 中 登录 Chttp: //www. ncbi. 
nlm. nih. gov/dbEST )， 登 录 号 为 CA945968 ~ 
CA946270。 
2.3 EST 序 列 的 拼接 

391 条 序列 经 ClustalW 软件 比较 拼接 后 ,最 终 获 
得 374 条 非 重复 序列 , 其 中 有 15 EER C contig) 
最 大 的 contig 由 4 条 EST 组 成 ,最 长 的 为 910 bp。 
2.4 同 源 性 检索 分 析 
2.4.1 蛋白 质 相 似 性 : 对 374 SER RIF FEET] 5S 
白质 相似 性 分 析 , 发 现 有 44 条 (11.76 狗 ) 与 已 知 基 
因 高 度 相似 《如 表 1 所 示 ), 186 4& C49. 73960 ARE 
相似 序列 , 其 余 144 条 (38.51% ) 没 有 发 现 相似 序 
列 。 高 度 相 似 基 因 中 有 2 个 是 家 在 的 已 知 基因 ,一 
个 为 ki9K 其 中 ki 表示 肾脏 型 未 受精 卵 ,f 表示 正 癌 
MWF), 另 一 个 为 kuelSlfCkue 表示 正常 型 未 受精 
805». RB ki9f AZARAE A Hsp20.8A 基因 ， 
该 基因 是 在 对 家 答 的 正常 型 卯 和 肾脏 型 卵 进 行 荧 光 
差异 显示 PCR 时 发 现 的 肾脏 型 卵 所 特有 的 带 ,推测 
其 具有 分 子 伴侣 的 功能 。 己 有 研究 还 表明 该 基因 可 
能 与 肾脏 型 卵 的 胚胎 致死 性 有 一 定 的 关系 (李斌 ， 
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2001)。 本 实验 只 在 肯 脏 型 未 受精 卵 文库 中 测 出 了 ”基因 只 在 后 部 丝 脲 .中 部 丝 腺 和 卵巢 组 织 中 表达 ， 
一 条 EST 序列 。kuel51f EXE PSI AB RNA 合成 Southern 分 析 发 现 其 为 单 捞 贝 基因 。 
酶 , Chang 和 Dignam《1990) 通 过 Northern 分 析 发 现 该 


表 1 家 看 母性 基因 表达 序列 标签 蛋白 质 库 相似 序列 分 析 结 果 
Table 1 Comparison between silkworm maternal ESTs with protein database 


克隆 号 登录 号 蛋白 质 库 的 相似 序列 分 值 期 望 值 相似 性 Coo) 
Clone No. GenBank No. BlastX Score Expectation Identities 
ki9f CA943973 Bombyx mori heat shock protein hsp20. SACHsp20. 8A) 501 0 96 
kuel62f CA946255 ribosomal protein L7 1 063 le- 115 87 
kilf CA946264 agCP12095[ Anopheles gambiae str. PEST] 795 le- 92 75 
kue151f CA946248 alanyl-tRNÀ synthetase 765 Ie- 80 92 
kil81f CA946121 agCP3782[. Anopheles gambiae str. PEST] 685 4e- 71 62 
ki33r CA945998 Ribosomal protein $12 651 4e - 67 91 
kue30f CA946188 agCP6899[ Anopheles gambiae str. PEST] 598 7e - 61 68 
ki202f CA946141 KIAA1408 protein. Homo sapiens J 575 2e - 58 55 
ki37r CA946001 Flightless 470 3e- 57 74 
ki48f CA946010 CG8258 gene productL Drosophila. melanogaster ] 463 2e - 53 61 
kue117f CA946226 histone gene complex 1L Mus musculus ] 290 1e- 52 100 
contig2 histone H3-striped catshark 504 2e - 50 88 
ki47f CA946009 CG6891-PBL. Drosophila melanogaster ] 497 2e - 49 71 
ki125f CA946086 agCP8301[ Anopheles gambiae str. PEST] 426 Se - 41 70 
ki10f CA945974 ebiP3842| Anopheles gambiae sir. PEST] 420 3e - 40 51 
ki54r CA946016 ebiP4517[ Anopheles gambiae str. PEST] 390 3e -37 59 
ki114f CA946075 60S ribosomal protein L9 332 9e - 31 91 
ki253r CA946165 Hypothetical zinc finger-like protein 319 2e - 28 35 
ki130f CA946089 agCP4892[ Anopheles gambiae str. PEST] 283 le- 28 41 
ki260r CA946170 CG15100-PA[ Drosophila melanogaster ] 299 le- 26 52 
kue93f CA946220 CG5684 gene productL Drosophila melanogaster ] 159 2e-21 54 
ki70f CA946035 ebiP6164L Anopheles gambiae str. PEST] 248 2e - 20 44 
ki106f CA946069 agCP2912[ Anopheles gambiae str. PEST] 227 7e - 18 82 
kuel6f CA946178 agCP11479[ Anopheles gambiae str. PEST] 221 4e - 17 40 
ki122 CA946083 agCP3686|. Anopheles gambiae str. PEST] 199 3e - 15 52 
contig1O GTP-specific succinyl-CoA synthetase beta subunit 188 3e- 13 57 
contigl4 histone H2B. embryonic (clone L32-sea urchin 128 5e - 13 35 
kue10f CA946266 La-P1l Drosophila melanogaster ] 147 le- 11 37 
ki136f CA946093 CG10955 gene productL Drosophila melanogaster ] 164 le- 10 65 
ki65f CA946028 agCP9950[ Anopheles gambiae str. PEST] 162 2e - 10 33 
ki58f CA946021 agCP1479[ Anopheles gambiae sr. PEST] 158 7e - 10 61 
ki138f CA946095 CG10061-PA[ Drosophila melanogaster ] 146 3e - 09 32 
contig12 chromobox homolog 1[ Drosophila. melanogaster ] 149 5e - 09 41 
kue25f CA946185 probable vitellogenin receptor-yellow fever mosquito 146 Ie- 08 24 
ki71f CA946036 transposase[. Ceratitis rosa J 145 2e - 08 32 
killf CA945975 hTIMIL Homo sapiens | 138 3e - 08 43 
ki83f CA946047 receptor for activated protein kinase C RACKI 141 4e - 08 37 
kue120f CA946227 CG30004-PA[ Drosophila. melanogaster ] 135 2e-07 48 





iH: contig2 由 CA945969. CA946024. CA946026 和 CA046258 拼接 而 成 ; contig10 由 CA946196 和 CAO46198 拼接 而 成 ; contig14 由 CA945994 和 
CA946217 拼接 而 成 。 

Note: contig2 produced by CA945969, CA946024. CA946026 and CA946258; contigl0 produced by CA946196 and CA946198; contigl4 produced by CA945994 
and CA946217. 
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其 余 42 个 高 度 相似 的 序列 中 ,有 187 52 
已 有 的 EST 序列 相似 , 其余 24 TARE P RIR F 
列 。 功 能 分 析 发 现 ,在 这 42 个 基因 中 , 主要 分 为 与 
胚胎 早期 发 育 直接 相关 的 基因 ,与 基础 代谢 、 蛋 白质 
合成 和 信号 转 导 相关 的 基因 等 。 

(1) 与 胚胎 早期 发 育 直接 相关 的 基因 : kilf 与 果 
量 的 隐 性 致死 基因 em Cerooked neck ) 高 度 相似 (E = 
le- 912; cn 是 细胞 核 基因 ,编码 mRNA 前 体 剪 切 因 
Te em 基因 的 配子 型 表达 的 缺失 导致 脑 神 经 细胞 
的 增殖 产生 缺陷 , 中 枢 和 周边 神经 系统 中 缺少 神经 
索 , 其 突变 还 影响 马 氏 管 和 胚胎 的 发 育 。 该 序列 在 
silkbase 库 中 没有 相似 性 ,推测 其 是 家 答 中 与 胚胎 早 
期 发 育 相 关 的 一 个 新 基因 。 

kilof 与 果 量 的 隐 性 致死 基因 Rel rough eye? i 
度 相 似 (E = 2e - 34), EZER] EST 库 中 与 脑 组 织 的 
br-1926 高 度 相 似 (E = 0)。ki54r E; EBERT joboid 基 
因 高 度 相 似 (E = 4e - 34), 其 突变 影响 眼 的 发 育 ， 
silkbase 库 中 与 家 每 复眼 组 织 的 ceN-0415 低 度 相似 。 
此 外 ,还 有 2 个 影响 胚胎 早期 发 育 的 基因 , ki37r 与 
果 量 的 隐 性 致死 基因 flightless 高 度 相 似 (E = le - 
60), 该 基因 编码 的 和 所 白质 参与 肌 动 重 白 和 钙 离 子 的 
连接 , 功能 缺失 分 析 表明 该 基因 影响 间接 飞行 肌 、 肌 
原 纤维 、Z 盘 和 小 纤维 的 形成 ; kuel0f 与 果 蝇 的 隐 性 
致死 基因 La 蛋白 基因 相似 (E=1e-11), La & LE 
因 编 码 的 是 一 个 细胞 核 内 的 聚合 酶 亚 转 录 终 止 因 
子 。La 昌 和 白 基 因 的 突变 将 影响 幼虫 中 肠 的 收缩 。 
该 序列 与 家 得 刻 原 基 组 织 的 wdV40094 高 度 相 似 (CE 
= le- 127)。 

(2) 与 基础 代谢 相关 的 基因 ; 包括 kuel6f、 
kue30f 和 contig10。 kuel6f 与 果 蝇 的 隐 性 致死 基 
Pdsw 相似 , Pdsw 基因 编码 一 个 NADH 脱氧 酶 (辅酶 
Q); kue30f 与 果 晶 的 乙酰 辅酶 A 乙酰 转移 酶 基因 高 
度 相似 ; 而 contig10 与 人 的 琥珀 酰 辅酶 A 高 度 相似 。 
这 三 个 参与 基础 代谢 的 酶 在 silkbase 库 中 均 没 有 相 
似 性 , ERE PRR A, 其 表达 可 能 具有 一 定 的 胚 
胎 特异 性 。 

(3) 参 与 蛋白 质 合 成 和 折 双 的 基因 ; ki269r 与 果 
内 的 甲 酰 -tRNA 连接 酶 基因 高 度 相 似 , ki47f 与 肌 动 
EARE AHU, EREK EST. 库 中 与 正常 的 卵 
中 培养 细胞 的 N-1094 高 度 相似 (E = 2e - 69)。ki47f 
可 能 只 在 卵巢 和 卵 中 表达 , 也 属于 早期 胚胎 发 育 相 
关 的 基因 。 

分 子 伴 倡 蛋白 具有 帮助 新 生 肽 链 折合 和 成 熟 的 








作用 ,与 许多 其 他 的 生命 活动 发 生 各 种 直接 和 间接 
的 作用 ,在 蛋白 质 折 登 的 * 质 控 系 统 ” 中 起 着 重要 的 
作用 。 本 实验 除 获 得 了 具有 分 子 伴侣 功能 的 
Hsp20.8A 基因 外 , ERM T RIAT TFE 
白 ,ki125f 和 ki48f. kil25f 的 结构 分 析 表 明 其 含有 
分 子 伴 侣 和 domain € HSP40/DnaJ | peptide- binding 
domain), ER Æ K) EST 库 中 与 卵巢 培养 细胞 的 N- 
1082 高 度 相似 CE = 3e - 76); ki48f 与 分 子 伴侣 和 蛋白 
ATP B5 i BE JB I. TE sükbase PE P 5 Hm 5k Ry 
wdS30257 高 度 相 似 (E = 02. 

(4) 与 信号 转 导 相关 的 基因 ; 信号 转 导 是 胚胎 
发 育 最 重要 的 调控 类 型 , 本 实验 发 现 了 与 活化 的 蛋 
白 激酶 C 受 体 RACK1 相似 的 一 个 序列 (ki83f), 和 蛋白 
激酶 C 是 重要 的 细胞 内 信号 转 导 分 子 , 可 调控 基因 
的 表达 和 细胞 周期 ,控制 细胞 膜 的 多 种 功能 , 参与 炎 
症 过 程 和 免疫 应 答 。ki83f 与 silkbase 库 中 应 原 基 组 
织 的 wdV41025 高 度 相 似 (E = e - 111), 推测 该 基 
在 胚胎 早期 发 育 过 程 中 起 着 传递 信息 的 重要 作用 。 

65) 与 转录 相关 的 基因 : kue93f 与 果 量 的 聚合 
酶 开 转 录 因 子 相似 (E= 2e- 21), 在 silkbase 库 中 与 
$8 Ja d 2H ZR B] wa V30447 高 度 相似 (E= 0), 可 能 是 在 
转录 水 平 控制 怒 原 基 组 织 的 早期 发 育 ;与 转录 相关 
的 基因 还 有 ki253r, 该 序列 编码 的 是 一 个 与 锌 指 重 
白 相似 的 基因 , 具有 进行 RNA 连接 的 功能 。ki253r 
与 家 得 脑 组织 的 br-1934 相似 (CE = 3e — 34), 推测 该 
基因 可 能 与 脑 组 织 的 早期 发 育 相关 。 

《6) 其 他 基因 : 除 以 上 已 知 与 胚胎 时 期 发 育 直 
BIB. 与 基础 代谢 、 香 白 质 合 成 和 信和 号 转 导 相关 的 
基因 外 , 还 有 一 些 与 胚胎 发 育 相关 的 已 知 基因 。 
contigl2 是 与 染色 体 DNA 的 异 染 色 质 化 相关 的 基 
因 , 该 基因 编码 的 蛋白 质 可 以 把 染色 质 的 结构 改变 
成 异 染色 质 浓缩 的 状态 , 从 而 使 基因 的 表达 受到 抑 
制 。 该 类 基因 是 哺乳 动物 精子 发 生 过 程 中 异 染 色 质 
抑制 \ 同 源 异 型 基因 沉默 和 性 染色 体 失 活 的 基础 。 
在 silkbase 库 中 与 卵 文库 的 e96h0939 高 度 相似 (E = 
e- 110), 在 家 答 中 该 基因 可 能 也 具有 精子 发 生 过 程 
中 异 染 色 质 化 的 作用 , 从 而 抑制 同 源 异型 基因 的 表 
达 , 使 性 染色 体 失 活 。 

ki70f 与 果 蝇 的 母性 基因 capu 相似 。 在 果 蝇 
中 , capu 的 巧 能 是 与 肌 动 重 白 相连 接 ,参与 卵 壳 的 
形成 。 在 silkbase 库 中 没有 与 此 相似 的 序列 ,应 是 家 
和 蛋 母 性 基因 中 的 一 个 新 成 员 。 

核糖 体 是 蛋白 质 合 成 的 场所 , 里 期 胚胎 发 育 所 
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需 的 核糖 体 主要 是 由 母体 合成 储存 在 卵 中 的 ,分 析 
发 现 与 核糖 体 蛋 白 高 度 相 似 的 序列 共有 3 个。 组 蛋 
白 在 早期 胚胎 发 育 过 程 中 起 着 重要 的 作用 ,通过 重 
组 染色 质 结 构 来 改变 转录 的 抑制 或 激活 状态 , 从 而 
推动 胚胎 发 育 由 母 型 向 合子 型 的 转变 , 本 实验 获得 
了 3 个 与 组 绰 白 高 度 相 似 的 序列 。 

2.4.0. BERBIA: 核 苷 酸 序列 相似 性 分 析 发 
现 ,374 条 序列 中 有 165 条 (44.12% ) 具 有 较 高 的 相 
似 性 ,除去 BlastX 中 高 度 相 似 的 序列 ,剩余 的 与 已 知 
序列 高 度 相 似 的 有 128 个 , AP Egle- 20 的 序列 
有 18 个 , 均 为 家 和 看 的 已 知 基 因 ( 如 表 2 所 示 )。 
ki222f 与 家 得 的 BmVLG 高 度 相似 , BmVLG 基因 与 果 
WERI vasa 基因 相似 , 只 在 幼虫 阶段 的 生殖 系 中 表 
达 , 属 于 母性 转录 (CNakao, 1999). RIER] vasa 基因 
产物 是 雌性 生殖 系 所 必须 的 (Sano et al . ,2002), vasa 
突变 的 雌 纯 合子 后 代 缺 少 后 部 结构 和 极 细 胞 


CTomancak et al . ,1998)。 家 重 中 该 基因 还 未 有 详细 
的 功能 报道 。 值 得 注意 的 是 本 实验 还 发 现 了 家 乔 
annexin b13 CAnx 513) 的 表达 序列 ,在 家 得 的 示 缺 陷 
突变 体 中 ,该 基因 完全 受到 抑制 ,而 在 野生 型 的 怒 原 
基 中 显著 表达 ,在 翅 的 形态 发 生 中 起 着 重要 的 作用 
(Matsunaga and Fujiwara» 2002)。Xia 等 (2001) 曾 在 家 
重 未 受精 卵 中 分 离 出 3 个 annexin 兄 隆 ,命名 为 ANX 
区 ,并 猜测 这 三 个 ANX IX ES 7 8 5 ca^ 结合 外 , 可 
能 还 具有 别 的 功能 。 

由 于 silkbase 库 中 的 序列 包括 不 同 组 织 、 不 同时 
期 的 EST 序列 ,除去 BlastX 和 BlastN 高 度 相似 的 序 
列 , 其余 在 silkbase 库 中 高 度 相似 的 序列 有 25 条 , 主 
要 分 布 在 翅 原 基 (4 条 )、 后 部 丝 腺 (4 条 )、 复 眼 (4 
条 入 脂肪 体 (4 条 ) 和 前 胸腺 (3 条 ) 等 组 织 ,这 些 在 
NCBI 中 相似 性 很 低 或 没有 相似 性 的 序列 , 极 有 可 能 
是 家 答 所 特有 的 基因 。 


R2 ， 家 笃 母 性 基因 表达 序列 标签 核 背 酸 库 相似 序列 分 析 结 果 
Table 2 Comparison between silkworm maternal ESTs with nucleotide database 








克隆 号 登录 号 核 音 酸 库 的 相似 序列 分 值 期 望 值 相似 性 (%》 
Clone No. GenBank No. BlastN Score Expectation Identities 
ki222f CA946083 Bombyx mori Anxbl3 mRNA for annexin B13b 473 0 95 
kil86f CA946125 Bombyx mori strain Xiafang mitochondrion 279 Ie- 155 99 
contigo ee aian Kaia moda 256 le- 141 100 
kuelllf Bombyx mori (]-139) gene for fibroinlight chain 250 Ie- 137 90 
contigs Bombyx mori BmVLG mRNA 224 Ie- 122 90 
kue143f CA946243 Bombyx mori strain Xiafang mitochondrion, 204 Ie- 110 99 
ki77f CA946042 Silkworm ( Bomby mori) storage protein 2(SP2) gene 131 3e - 66 90 
ki261r CA946168 Du E d 126 2e - 63 95 
kil04f CA946067 Bombyx mori fibroin heavy chain Fib-HCfib- FD 110 8e- 54 86 
Bo mor Bmtiinl: Bmtitin2, Bmmiple:  Bmsyx6: 
ki183f CA946122 succi hound bun 102 8e - 54 86 
kue2r CA946174 Bombyx mori BmCBP Ccarotenoid-binding protein) 90 7e - 42 93 
ki29f CA945991 Bombyx mori fibroin heavy chain Fib- HCfib-FD 89 2e- 41 86 
Baas Cadie Bombyx mori truncated alpha; amylase ( amy ); and a3 4e — 41 o6 
retrotransposon reverse transcriptase 
kue34f CA946189 Bombyx mori fibroin heavy chain Fib-HCfib- FD 86 2e - 39 95 
ki254r CA946166 Bombyx mori chi gene for chitinase precursor 73 le- 31 98 
kill5f CA946076 Bombyx mori hsp90 56 1le- 21 98 


3f: contig9 由 CA946051 和 CA946153 拼接 而 成 ; contig5 由 CA945992 和 CA946152 拼接 而 成 。 
Note: contigo produced by CA946051 and CA946153; contig5 produced by CA945992 and CA946152. 
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3 讨论 


在 卵 母 细 胞 中 包含 着 大 量 的 信息 ,胚胎 发 育 里 
期 所 需要 的 蛋白 质 ( 如 微 管 蛋 白 和 组 盘 白 ) 是 由 旷 母 
细胞 中 的 mRNA 编码 的 ,甚至 幼虫 期 的 发 育 也 受 母 
性 基因 产物 的 影响 。 整 体 基因 的 开启 表达 是 从 母性 
基因 开始 有 序 进行 的 , 从 而 产生 细胞 决定 及 其 后 的 
分 化 诱导 与 分 化 抑制 。 母 性 基因 在 襄 胚 期 前 起 主导 
作用 , 赛 胚 期 后 起 主导 作用 的 则 是 合子 本 身 的 基因 。 
这 些 母 性 信息 有 的 是 由 滋养 细胞 产生 , 通过 胞 间 通 
道 转 入 卵 母 细胞 内 ,有 的 是 由 卵 母 细胞 自身 产生 。 
这 些 母 性 基因 的 mRNA 在 细胞 内 的 分 布 是 不 均一 
的 ,在 胞 质 的 动物 极 和 植物 极 均 有 分 布 。 

与 家 和 三 胚 胎 发 育 相关 的 基因 , 目前 报道 极 少 ,家 
重 胚 胎 分 子 发 育 机 制 研究 也 基本 上 属于 空白 。 我 们 
通过 家 得 未 受精 卵 EST 分 析 表 明 , 在 374 条 非 重 复 
EST 序列 中 ,44 条 在 蛋白质 水 平 与 已 知 基 因 高 度 相 
似 ,128 条 序列 在 核酸 水 平 上 与 已 知 基 因 高 度 相似 ， 
合计 172 条 。 其 中 与 家 重 已 知 基 因 序 列 高 度 相 似 的 
有 20 4&C& E 24k. EHI 18 条 ), 其 余 354 
条 为 家 奋 的 未 知 基因 序列 。 值 得 注意 的 是 , 丝 素 基 
因 被 认为 是 在 家 答 绢 丝 腺 中 特异 表达 , 但 本 实验 发 
现 其 在 胚胎 中 也 有 表达 , B RAE AB BUE E EST 
数据 中 也 有 类 似 现象 Chttp: Wwww.ahb.a.u-tokyo.ac. 
jp/silkbase/》。 因 此 , 丝 素 基因 在 胚胎 中 的 功能 , 将 是 

个 值得 进一步 研究 的 问题 。 

本 实验 还 获得 了 一 些 母 性 基因 的 表达 信息 。 获 
得 了 3 个 与 已 知 的 母性 基因 相似 的 序列 , 一 个 为 家 
得 的 BmVLG 基因 , 与 果 量 的 vasa 基因 相似 ,在 果 量 
中 该 基因 为 生殖 系 发 育 所 必需 的 ,已 有 报道 表明 在 
家 重 中 该 基因 的 母性 转录 的 mRNA 开始 均匀 分 布 在 
生殖 原 基 , 生殖 带 形成 时 产生 的 转录 降解 后 , 该 
mRNA 聚集 到 生殖 原 基 的 中 央 , 从 而 产生 生殖 细胞 
(Emmons et oj .，,1995), 可见 其 也 是 家 重生 殖 系 发 育 
必 不 可 少 的 ; 一 个 与 果 蝇 的 母性 基 capu 相似 ， 
capu. 的 功能 是 与 肌 动 重 白 相连 接 , 参与 卵 壳 的 形 
成 , 果 蝇 中 该 基因 的 突变 对 许多 母性 基因 的 作用 有 
影响 , 如 母性 效应 次 的 附加 物 , 母性 效应 极 细胞 , E 
性 效应 极 颗粒 等 等 , 推测 其 可 能 是 一 个 上 游 调控 基 
因 。 对 其 进一步 的 研究 ,将 是 盖 明 胚胎 发 育 过 程 中 
基因 级 联 调控 的 分 子 机 理 的 突破 口 。 另 一 个 是 家 得 
的 annexin b13 CAnx 513) 基 因 , 其 主要 是 参与 Cz1 的 
连接 , 该 基因 在 示 的 形态 发 生 中 起 着 重要 的 作用 , 且 




















是 母性 表达 的 基因 ,在 胚胎 早期 发 育 中 具有 CES 结 
合 等 功能 。 

此 外 , 通过 对 所 有 的 EST 分 析 , 我 们 发 现在 家 
重 未 受精 卵 中 ,主要 是 与 基础 物质 和 能 量 代 谢 .DNA 
的 转录 和 调控 .信号 转 导 和 个 体形 成 等 相关 的 基因 
参与 了 胚胎 的 早期 发 育 过 程 。 其 中 ,有 3 个 已 被 研 
究 证 明 属于 母性 基因 ,加 上 参与 其 他 调控 过 程 的 功 
能 基因 , 将 成 为 家 牌 胚胎 发 育 的 分 子 调控 机 理 研 究 
的 基础 数据 。 通 过 分 析 , 本 研究 再 次 发 现 家 答 Hsp 
20.8A 可 能 与 ki 致死 有 一 定 关 系 , 值得 进一步 探 
讨 。 

将 外 源 DNA 导入 家 熏 时 期 胚胎 ,是 目前 比较 成 
功 的 家 三 转基因 技术 。 这 种 技术 使 得 通过 转基因 技 
术 ( 包 括 基因 痪 除 .过 剩 表达 等 ?研究 母 性 基因 在 里 
期 胚胎 发 育 中 的 作用 成 为 可 能 。 通 过 胚胎 原 位 杂交 
技术 了 解 特定 的 母性 mRNA 在 胚胎 中 的 分 布 特征 
等 ,也 是 今后 值得 进一步 开展 的 工作 。 家 盘 胚 胎 发 
育 是 下 业 中 在 种 制造 和 养 盘 技术 的 重要 基础 ,同时 ， 
家 至 作为 鳞 妈 目 屁 忠 的 模式 , 对 其 胚胎 发 育 特别 是 
致死 等 突变 的 研究 , 也 可 为 探索 鲜 怒 目 害 忠 的 防治 
途径 提供 新 的 思维 和 理论 。 
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